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3D  : Three dimensional 
α-MSH  : α-Melanocyte-stimulating hormone 
ATP  : Adenosine triphosphate 
bFGF  : Basic fibroblast growth factor 
cAMP  : cyclic AMP 
CT  : Cholera toxin 
Col3a1  ： Collagen type III α1 Chain 
CRE  ： cAMP response elements 
CREB  ： cAMP response element-binding protein 
DEX  : Dexamethasone 
ET-1  : Endothelin 1 
ET-3  : Endothelin 3 
EDNRB  : Endothelin receptor type B 
FGFR1/2  : Fibroblast growth factor receptor 1/2 
FLG  : Filaggrin 
GMCSF  : Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
GMCSFR  : Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor receptor 
IFN-γ  : interferon γ 
ITGB1  : Integrin β1 
ITGA6  : Integrin α6 
IVL  : Involucrin 
Kit  : KIT proto-oncogene, receptor tyrosine kinase 
KRT14  : Keratin 14  
LOR  : Loricrin 
MAPK  : Mitogen-activated protein kinase 
MC1R  : Melanocortin 1 receptor 
MEF  : Mouse embryonic fibroblasts 
Mitf-m  : Melanogenesis associated transcription factor  
mRNA  : Messenger RNA 
NGF  : Nerve growth factor 
Ngfr  : Nerve growth factor receptor  
Oct3/4  : Octamer-binding transcription factor 3/4 
Pax3  : Paired box 3 
PBS  : Phosphate buffered salts 
  
 
PCR  : Polymerase chain reaction  
PGE2  : Prostaglandin E2 
PGF2α  : Prostaglandin F2α 
PKA  : protein kinase A 
PKC  : Protein kinase C 
PLC  : Phospholipase C 
PTGER1, 3 : Prostaglandin E receptor 1, 3 
RA  : Retinoic acid 
SCF  : Stem cell factor  
SDS  : Sodium dodecyl sulfate  
siRNA  : Small interfering RNA 
SPring-8 : Super photon ring-8 
Sox9  : SRY-box 9 
Sox10  : SRY-box 10 
SR-XRF  : Synchrotron radiation X-ray fluorescence 
SSEA-1  : Stage-specific embryonic antigen-1 
TNF-α  : tumor necrosis factor α 
Tyr  : Tyrosinase 
Tyrp1  : Tyrosinase related protein 1 
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サイトの in vitro 分化誘導系を確立するとともに、各細胞の分化に影響を与える因子に着
目して研究を行った。さらに、表皮組織をより生体に近い状態で解析できる系を構築するた


































第 2章 実験材料及び方法 
 
SR-XRF を用いた皮膚組織の元素分析 
 SR-XRF（Synchrotron Radiation X-Ray Fluorescence）分析は、SPring-8（兵庫県）のビ
ームライン BL37XU にて行われた。具体的には、ヒト皮膚（KAC, Transkin）を用いて作製し
た凍結切片を Kapton film 30EN (東レ)に貼り付け、本試験サンプルに放射光（X線）照射




 HR-1 マウス(日本 SLC)から皮膚組織を採取し、200 units/ml の Dispase II (Godo Shus




度に調整した各種一次抗体を摘下し、4 ℃で一晩静置した。その後 PBS で洗浄後、至適濃度






表 2 免疫組織化学に用いた一次抗体及び二次抗体のリスト 
 
免疫細胞化学(immuncytohemistry) 







抗IVL抗体 Spring Bioscience 100倍
抗ZIP2抗体 Abnova 100倍
抗FLG抗体 Abcam 100倍
Alexa Fluor 594標識ウサギ抗体 Thermo Fisher Scientific 1000倍
Alexa Fluor 594標識ヤギ抗体 Thermo Fisher Scientific 1000倍






表 3 免疫細胞化学に用いた一次抗体及び二次抗体のリスト 
 
フローサイトメトリー 
 HDK1の細胞懸濁液を抗ITGA6抗体(Bio Legend)及び抗ITGB1抗体 (Becton, Dickinson an
d Company)を用いて4 ℃で30分間インキュベートし、PBSで洗浄後、二次抗体であるAlexa
Fluor 488標識ラット抗体 (Thermo Fisher Scientific)及びAlexa Fluor 647標識マウス
抗体(Thermo Fisher Scientific)を用いて4 ℃で30分間インキュベートした。なお、解析
にはFACSAria (BD Biosciences)を用いた。 
 
リアルタイムPCRによる遺伝子発現解析 
 TRIZol reagent (Invitrogen)を用いて組織又は細胞からTotal RNAを回収し、PrimeScr
ipt RT Master Mix (TAKARA)を用いて逆転写反応によりcDNAを作製した。次に、SuperScr




抗SSEA-1抗体 Santa Cruz 100倍
抗TYRP1抗体 Santa Cruz 100倍
抗IVL抗体 Spring Bioscience 100倍
Alexa Fluor 594標識ウサギ抗体 Thermo Fisher Scientific 1000倍
Alexa Fluor 594標識ヤギ抗体 Thermo Fisher Scientific 1000倍









 ヒト不死化ケラチノサイト（Human Dermal Keratinocyte I, HDK1）は、国立がん研究
センター研究所の清野透博士から分譲して頂いた。HDK1の培養は、低カルシウム培地（カ
ルシウムイオン濃度 <0.1 mM）であるKeratinocyte-SFM (KSFM, Invitrogen)を用いて、
5% CO2存在下37 ℃で行った。また、分化誘導を行う際には、HDK1を播種3日後に(1.0×104
個/24 well plate)、calcium chloride (和光純薬)を用いて培地中のカルシウムイオン濃
度を3.0 mMまで上昇させたKSFM中で4日間培養した。HDK1を用いた三次元培養表皮の作製
には、Millicell hanging cell culture insert (24 well plate用、Millipore)を用い
た。まず、2.0×105個のHDK1をcell culture insert内に播種し2～3日間増殖させた。増殖
の際には、expansion medium (CNT-07; CELLnTEC)をinsert内及びinsert外のwell内に添
加した。細胞がコンフルエントになったことを確認後、insert内の培地を除去し5～10日
間空気暴露することにより、三次元培養表皮の形成を誘導した。なお、三次元培養表皮形
成誘導時は、インサートの外部のwell内に3D medium (CNT-02-3DP5, CELLnTEC)を添加し
た。 




(5'-                                                     -3')
Reverse
(5'-                                                     -3')
GAPDH NM_002046.6 TGCACCACCAACTGCTTAGC TCTTCTGGGTGGCAGTGATG 
18s rRNA NR_145820.1 CCGAGCCGCCTGGATAC CAGTTCCGAAAACCAACAAAATAGA
ZIP1 NM_014437.4 GCGCCTACCCTCATACCTAT GAGGCCAGAGAAGATACCAAA
ZIP2 NM_014579.3 GGTCATCACCGGCGAGTC TCCAGGGCTTCAGCAGTCATA
ZIP3 NM_144564.4 CGGGAGTTGCTGGACTGAGA CCAAGTCCCACGATGTGCTAC
KRT10 NM_000421.3 ACTGAAGAGCTGGCCTATCTGAA CATCACCAGTGGACACATTTCG
IVL NM_005547.3 CCATCAGGAGCAAATGAAACAG GCTCGACAGGCACCTTCTG




(5'-                                                     -3')
Reverse
(5'-                                                     -3')
Gapdh  NM_001289726.1 TGCACCACCAACTGCTTAGC TCTTCTGGGTGGCAGTGATG 
Ivl NM_008412.3 GCAACCAACTCCACATCCTACA CATGTTTGGGAAAGCCCTTCT
Col3a1 NM_009930.2 TTCCTGAAGATGTCGTTGATGTG TGTTTTTGCAGTGGTATGTAATGTTC
Zip1 NM_013901.2 GAGCGACAGCAATGGAGTG TGGCTGTGATAACTCGGTGAC
Zip2 NM_001039676.2 GTGGCCTTACTCCCATCTACGTG GACCCTGTGGTGATGACCTGTAG
Zip3 NM_134135.1 TGGGCGTGTTCTTCTTCATG GTGCGCCTTCTCCAAGTCAG
Zip6 NM_139143.3 TACAGCAAGTGAGAAGAAGGCAG CCAAGCCAGGCTATTTGTAAAG
Zip8  NM_001135150.1 GCTGCACTTCAACCAGTGTTTG GGTGACATTTGAGAAACCATGAAGA
Zip10 NM_172653.2 CTGCATCTACTGCCCCATTC CCGTGCGTATGCTGATGACTG
Zip14 NM_001135151.1 TTCCCAGCCCAAGGAAGGAC GCAAAGAGGTCTCCAGAGCTAAAG
Oct3/4 NM_013633.3 GTTGGAGAAGGTGGAACCAA CTCCTTCTGCAGGGCTTTC
Sox9 NM_011448.4 ACCCACCACTCCCAAAACC CGCCCCTCTCGCTTCAG
Ngfr NM_033217.3 ATCTTGGCTGCTGTGGTTGTG TATTTTGCTTGCAGCTGTTCCA
Pax3 NM_008781.4 TCGGCCTTGCGTCATTTC CAGGATCTTAGAGACGCAACCA
Sox10 NM_011437.1 TGGAGGTTGCTGAACGAAAGT GAGCCTCTCAGCCTCCTCAA
Mitf-m NM_008601.3 TGCCTTGTTTATGGTGCCTTCT TCCCTCTACTTTCTGTAATTCCAATTC
Tyr NM_011661.5 ACGACCTCTTTGTATGGATGCA TTTCAGAGCCCCCAAGCA
Dct NM_010024.3 CCGGCCCCGACTGTAATC GGGCAGTCAGGGAATGGATAT





gma), L-glutamine solution (Chemicon), 2-mercaptoethanol (Chemicon), non essenti





種し（500個/12 well plate）、αMEM (Invitrogen)に10% FBS, 100 nM DEX (Sigma), 20
 pM bFGF (PeproTech), 10 pM CT (Bio Academia)及び100 ng⁄mL ET-3 (和光純薬)を添加




 HDK1におけるZIP2の発現抑制は、siRNA導入試薬としてLipofectamine RNAiMAX (Invitr
ogen)を用いた。siRNAには、Stealth siRNA (HSS179136 (si-1), HSS179137 (si-2), HSS
179138 (si-3)) (Invitrogen)を用いた。なお、ネガティブコントロール(NC)としてnon-t
argeting siRNA (Invitrogen)を用いた。具体的には、上記試薬を用いて、HDK1を20 nMの
siRNAを含むOpti-MEM (Invitrogen)で4時間培養し、その後カルシウムイオン濃度を3.0 m
Mまで上昇させたKSFMにて4日間分化誘導を行った。また、三次元培養の試験においては同
様にsiRNAを導入後、3D medium (CNT-02-3DP5, CELLnTEC)を用いて5日間培養を行った。 
 
細胞内亜鉛イオン染色及びフローサイトメーターによる測定 







 ESCからメラノサイトへの分化誘導系において、相対細胞数の測定にはCell Counting K














-MEMを用いてHDK1の細胞懸濁液(1.25 × 106 cells)を準備し、各プラスミド(5 μg)添加
後、Gene Pulser Xcell（Bio Rad）を用いてエレクトロポレーションを行った。各遺伝子
の安定発現株は、G418 (400 μg/ml, Thermo Fisher Scientific)及びBlasticidin(5 μg
/ml, Thermo Fisher Scientific)を用いた薬剤選択により樹立した。 
 
共焦点レーザー顕微鏡を用いた三次元培養表皮の観察 
 cell culture insertから三次元培養表皮をメンブレンごと切除し、細胞の生存状態を




 空気暴露7日目の三次元培養表皮に0.1% SDS （sodium dodecyl sulfate,和光純薬）を
添加し、15分間インキュべートした。その後、PBSで3回洗浄し、3D mediumを用いて24時
間培養を行い、LSM 510 METAを用いて核の形状観察及びバリア機能の評価を行った。バリ
ア機能の評価に関しては、WGA-488 (WGA labeled with a fluorescent chromophore, Ale





































ことが報告されている(28, 29)(表 7)。 
 上述の通り、亜鉛の生理機能は多岐にわたり、生命活動に必須の因子であるため、その細
胞内濃度は 20 種類を超える亜鉛トランスポーターによって極めて厳密に制御されている。
亜鉛トランスポーターは大きく分けて 2 つのファミリーに分類される。ZIP ファミリー（Z
rt-, Irt-like protein, SLC39A ファミリー）は、細胞質内の亜鉛イオン濃度を上昇させ、













表 5 人体を構成する元素 
 
 
※体内に存在する全 Zn のうち各組織に含まれる亜鉛含有率を示す。 
表 6 生体内で亜鉛が多く存在する部位 
 
 






主要元素 O, C, H, N 約96%
準主要元素 Ca, P, S, K, Na, Cl, Mg 約3%








































図 6 ヒト皮膚組織における元素分布  
ヒト皮膚組織における各種元素（亜鉛、鉄、銅)の局在を、SR-XRF 分析により検出された蛍光Ｘ線強度(c
ps : count per second)をもとに 2次元マッピングした（ピクセルサイズ：1 x 1 μm
2
、計測時間：1 se







込みに関与するトランスポーターである Zip1-6, 8, 10 及び 14 に着目して解析を行った。
その結果、解析した Zip の中で Zip2 のみが表皮組織特異的に発現が高かった(図 7)。なお、








Data are expressed as the mean ± SD of the three experiments. 









分化マーカーである KRT14 の発現が確認され、上層においては分化マーカーの IVL の発現
が確認された(図 8B, C)。ZIP2 の発現は、マウスでの結果と同様、表皮組織の中でも分化が








図 8 マウス及びヒト皮膚における ZIP2 の発現解析 
(A-D) マウス及びヒト皮膚組織切片を各種抗体を用いて免疫染色した画像。ZIP2 の発現は、表皮層特異的
に確認され、特に分化が進行したケラチノサイトで発現が高かった。Dの lower figure は upper figure の
白枠内を拡大したもの。また、各画像によける白点線は表皮組織を示している。 
Scale bar: A=100 μm, B-D (upper figure)=200 μm, D (lower figure)=20 μm. 
 
3-4：ヒト表皮幹細胞モデルの分化誘導系を用いた ZIP2 の発現変化の解析  
 ケラチノサイトの分化と ZIP2 との関係を明らかにするために、未分化な不死化ヒトケラ
チノサイトである HDK1 を表皮幹細胞モデルとして用いた。HDK1 は、低カルシウムイオン条
件下では、未分化な形態を示し、表皮幹細胞マーカーである ITGB1, ITGA6 を発現している
（図 9A）（31）。一方で、高カルシウム条件で分化誘導を行うと細胞間接着が高まり、細胞









図 9 HDK1 の分化誘導と三次元培養表皮の作製 
(A) HDK1 における幹細胞マーカーの発現解析。 フローサイトメーターを用いて、ITGB1 及び ITGA6 の発現
解析を行った。(B) HDK1 の分化過程の画像(平面培養)。HDK1 をカルシウムイオン濃度を 3.0 mM まで上昇
させた KSFM で培養することにより分化誘導を行った。(C) HDK1 における IVL の発現解析(平面培養)。分
化誘導 4日目において、免疫染色により IVL の発現を確認した。(D) HDK1 の三次元培養。三次元培養表皮
作成後に組織切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン染色を行った。 
Scale bar: B, C=200 μm, D=50 μm  




 まず、平面培養下における HDK1 の分化誘導に伴う ZIP2 の発現変化をリアルタイム PCR に
より解析した。その結果、ZIP2 の発現は、分化マーカーである IVL の発現と同様に分化に
伴って亢進することが明らかとなった(図 10A)。また、亜鉛イオン特異的な蛍光指示薬 Flu
oZin-3（Kd for Zn2+=15 nM）で細胞を染色した結果、分化に伴う細胞内亜鉛イオン濃度の
上昇が確認された(図 10B, C)。本研究で用いた KSFM 培地には約 0.5 μM の亜鉛イオンが含
有されているため(32)、培地中の亜鉛イオンが細胞内に取り込まれたと考えられる。なお、







図 10 HDK1 の分化に伴う ZIP2 の発現変化の解析 
（A）リアルタイム PCR による遺伝子発現解析。ZIP2 は、IVL と同様 HDK1 の分化に伴って発現が亢進した。
なお、ZIP1, 3 に関しては、変化がなかった。day 0 における各遺伝子の発現量を 1として比較を行った。
(B, C) 細胞内亜鉛イオン濃度の解析（フローサイトメーター）。4日間の分化誘導により、細胞内亜鉛イオ
ン濃度が高い細胞 (FluoZin-3 high cells) の割合が増加した。 Data are expressed as the mean ± SD 
of the three experiments. **P < 0.01, compared with the control. 
 
3-5：ZIP2 の発現抑制がケラチノサイトの分化に及ぼす影響の解析  
 ケラチノサイトの分化における ZIP2 の役割をより詳細に明らかにするために、siRNA に
よる発現抑制(knock down, KD)を行った HDK1 の分化状態を解析した。その結果、ZIP2 の s
iRNA 処理（ZIP2 KD 群）では、negative control 群(NC 群)に比較して IVLの顕著な発現抑
制及び細胞内亜鉛イオン濃度の減少が確認された(図 11A-C)。一方で、通常の KSFM 培地に
含まれる亜鉛イオン濃度（約 0.5 μM）に対して過剰量の亜鉛（ZnCl2, 50 μM）を ZIP2 KD





はないが、siRNA により阻害されきらなかった ZIP2 や ZIP2 以外の亜鉛トランスポーター(Z










図 11 ZIP2 の発現抑制が HDK1 の分化に及ぼす影響（平面培養） 
(A) リアルタイム PCR による遺伝子発現解析。ZIP2 を KD した HDK1 細胞を分化誘導した。NC 群に比較し
て、ZIP2 の KD 群では、IVL の発現低下が確認された。NC における ZIP2 の発現量を 1として比較を行った。
なお、si-pool においては、si-1,2 及び 3を混合し、全体として 20 nM になるように調整したものを用い
た。(B) 細胞内亜鉛イオン濃度の解析。分化誘導後の細胞内亜鉛イオン濃度は、ZIP2 KD 群で有意に低下し
ていた。(C) HDK1 における IVL の発現解析。ZIP2 KD 群では分化誘導に伴う IVL の発現亢進が抑制されて
いた。(D) 過剰量の亜鉛添加による影響の解析。50 μM の ZnCl2の添加により、ZIP2 KD により低下した I
VL の発現が回復した。NC における各遺伝子の発現量を 1として比較を行った。(E) 細胞形態の観察。ZIP
2 の KD により、分化に伴う細胞の凝集が観察されなくなるが、過剰量の亜鉛の添加により細胞の凝集が観
察された。Scale bar=200 μm. Data are expressed as the mean ± SD of the three experiments. **




めに、HDK1 を用いて三次元培養表皮を作成し、ZIP2 の KD の及ぼす影響を解析した。その結
果、NC 群においては、基底層マーカー(ケラチノサイトの未分化マーカー)の KRT14 の発現
は、三次元培養表皮の最下層に一層確認されるが、ZIP2 KD 群においては、その発現領域が
拡大することが明らかとなった(図 12A)。一方で、分化マーカーIVL の発現領域は NC 群に
比較して KD 群では減少することが明らかとなった(図 12B)。さらに、ZIP2 を KD した三次
元培養表皮においては、角化が不完全となり(不全角化)、角層の細胞にも核が確認された





図 12 ZIP2 の発現抑制が表皮の形成に及ぼす影響の解析。 
(A) 未分化マーカーKRT14 の発現解析。NC 群では、KRT14 の発現は、表皮層の最下層にのみ確認される。一
方で、ZIP2 KD 群では、その発現領域が拡大した 。(B) 分化マーカーIVL の発現解析。NC 群の三次元培養























から細胞内への亜鉛の取込みに関与する ZIP(Zip1-6, 8, 10 及び 14)に着目して研究を行
























合物としてレチノイン酸（Retinoic acid, RA）が知られている。RA はビタミン Aの一種で
あり、様々な細胞の増殖や分化及び組織の恒常性維持に関わっている(37, 38）。ヒト血液中
のビタミン A は、ほとんどがレチノールであり(血中濃度はヒトでは 1～2 μM)、血液循環
によって各組織へ運ばれたレチノールは、細胞内に取り込まれた後、レチナールを経て RA
に変換される。RAは、核内受容体である retinoic acid receptor (RAR)と retinoid X re
ceptor (RXR)を介して標的遺伝子の転写活性を調節する(39)。過去の研究により、RA はメ
ラノーマ細胞やメラノサイトのメラニン産生を促進することが報告されている（40-42）。さ
らに、RA のヒト皮膚への塗布は、メラニン合成酵素である TYR の発現を促進することも示
されている(43)。一方で、これらの報告とは反対に、RAは紫外線や cAMP 経路を促進するよ
うな因子等の影響によりメラニン生成が亢進したメラノサイトやメラノーマ細胞に対して




 そこで、本研究では、マウス胚性幹細胞（embryonic stem cell, ESC）からメラノサイト
への分化誘導系を用いて、メラノサイトの発生から成熟に至るまでの全ての過程を通じて R










表 8 RA がメラニン生成又は関連遺伝子発現に及ぼす影響に関する報告 
 
4-2：ESC からメラノサイトへの分化誘導系の構築 
 本研究においては、Yamane らの方法を参考にマウス ESC からメラノサイトへの分化誘導
系を構築した(49)。顕微鏡観察の結果、分化誘導 18 日目には色素を有したメラノサイトが
誘導されることが確認された（図 14A）。また、免疫染色の結果、ESC の未分化マーカーであ
る SSEA-1 の分化誘導に伴う発現減少が確認され（図 14B）、分化誘導 24 日目にはメラノサ
イトの分化マーカーである TYRP1 の発現が確認された（図 14C） 
 
メラニン合成又は
関連遺伝子発現に及ぼす効果 細胞種又は組織 培地への添加濃度 文献番号
促進　↑ マウスメラノーマ細胞 10 μM 40
促進　↑ マウスメラノーマ細胞 1 μM 41
促進　↑ ヒト正常メラノサイト 1, 10, 100 nM 42
抑制　↓ マウスメラノーマ細胞・ヒト正常メラノサイト 1 μM 41
抑制　↓ マウスメラノーマ細胞 5, 10, 20 μM 44
抑制　↓ マウスメラノーマ細胞 1 μM 45
促進　↑ ヒト皮膚 - 43
抑制　↓ ヒト皮膚 - 46
抑制　↓ ヒト皮膚 - 47






図 14 ESC からメラノサイトへの分化誘導 
(A) 分化誘導後 0, 6, 12, 18, 24 日目のシャーレの写真(上図)、及び光学顕微鏡写真(下図)。500 個の E
SC を ST2 細胞上に播種し(12 well plate)、分化誘導培地で 24日間分化誘導を行った。(B) SSEA-1 の免疫
染色画像。未分化マーカーSSEA-1 は ESC の分化に伴って発現が消失した。 
(C) TYRP1 の免疫染色画像。ESC から分化誘導 24 日目のメラノサイトを分化マーカーTYRP1 に対する抗体
で染色した。Scale bar：A=200 μm；B, C=50 μm. 
 
4-3：メラノサイトの分化に伴う遺伝子発現変化の解析  
 先に示した 24 日間の分化において、メラノサイトの段階的な分化の進行を確認するた




 Ngfr, Pax3, Sox10)は 3-9 日目から発現の上昇が確認され、メラノサイトのマスター遺
伝子である Mitf-m 及びメラニン合成に関わる遺伝子 Tyr, Dct 及び Tyrp1 は、12-15 日目







図 15 メラノサイトの分化に伴う遺伝子の発現変化の解析 
(A)リアルタイム PCR による遺伝子発現解析及びメラニン定量。分化誘導に伴い、ESC の未分化マーカー
の発現低下が確認され、一方で、神経堤細胞及びメラノサイトの分化マーカーの発現やメラニン生成量の
増加が確認された。day 24 における各遺伝子の発現量を 1として比較を行った。Nanog と Oct3/4 につい
ては、day 0 における遺伝子の発現量を 1として比較を行った。 
Data represent the mean ± SD of three experiments. 


















図 16 メラノサイトの分化過程の模式図 
ESC からメラノサイトへの分化は段階的に進行する。 











図 17 RA の継続的な添加が誘導 24 日後のメラニン生成量に及ぼす影響の解析 
各濃度の RA を 24 日間継続的に添加し、分化誘導後にメラニン生成量及び相対細胞数の定量を行った。 
control におけるメラニン生成量を 100%としてとして比較を行った。 












図 18 RA 添加のタイムスケジュールの模式図 
ESC からメラノサイトへの分化誘導系の各段階に 100 nM の RA を添加し、24 日目にメラニン定量を実施し
た。 
 










A の濃度依存的であることも確認された（図 19B, C）。 











図 19 各分化段階に添加した RA が誘導 24 日後のメラニン生成量に及ぼす影響の解析 
(A) 各段階に RA (100 nM)を添加し、誘導 24日目にメラニン生成量及び相対細胞数の定量を行った。 
(B,C) Condition No.5 及び 10 におけるメラニン生成の促進効果及び抑制効果は、RA の濃度依存的であっ
た。control におけるメラニン生成量を 100%としてとして比較を行った。Data represent the mean ± S




 最後に、メラノサイトに対して顕著な分化促進効果と抑制効果を示した Condition no. 
5 と 10 について分化マーカーの遺伝子発現解析を行った。その結果、分化の前半に RA を
添加した Condition no. 5 では解析した全ての分化マーカーの発現上昇が確認された（図
20A, B）。一方で、分化の後半に RAを添加した Condition no. 10 では多くの遺伝子（Sox







図 20 分化の前半及び後半に添加した RA がマーカー遺伝子の発現に与える影響の解析 
(A)各条件における分化誘導 24 日目のシャーレの写真。(B, C)各条件におけるリアルタイム PCR によるメ
ラノサイトマーカー遺伝子の発現変化。分化誘導後 0, 6, 12, 18, 24 日において RNA を回収して神経堤細
胞及びメラノサイトの分化マーカーの発現をリアルタイム PCR により定量した。control(day 24)における
各遺伝子の発現量を 1としてとして比較を行った。なお、B, C 中の control は同一のプロットである。 

















































































5-2：蛍光タンパク質発現 HDK1 を用いた三次元培養表皮の作製 
 まず、HDK1 に蛍光タンパク質 mCitrine 及び tdTomato 発現ベクターを遺伝子導入し、細
胞全体をそれぞれの蛍光で標識した細胞を樹立した(C-HDK1, T-HDK1, 図 21A)。次に、これ
 36 
 
らの HDK1 を用いて三次元培養表皮を作製し、空気暴露 7日目に共焦点レーザー顕微鏡で観
察を行うことにより、表皮組織を生きたまま三次元的に観察可能であることを確認した(図
21B)。また、C-HDK1 に対して、T-HDK1 を低濃度(0.01%)で混合した後(図 21C)、三次元培養
表皮を作製することにより、T-HDK1 のシングルセルイメージングが可能か検討した。空気
暴露 7 日目の三次元培養表皮を共焦点レーザー顕微鏡で観察した結果、T-HDK1 は、表皮組
織の様々な階層に点在しており(基底層：basal cell layer、有棘層：prickle cell laye











図 21 蛍光タンパク質を発現する HDK1 を用いた三次元培養表皮の作製 
(A) C-HDK1 及び T-HDK1 の平面培養の画像。(B) C-HDK1 及び T-HDK1 を用いて作製した三次元培養表皮の垂
直方向の断面図(xz images)。(C) C-HDK1 と T-HDK1 の混合培養。C-HDK1 に対して T-HDK1 を 0.01%の割合
で播種した。(D)左から表皮の模式図、C-HDK1 と T-HDK1 の混合細胞を用いて作製した三次元培養表皮の垂
直方向の断面図(xz images)、表皮層の各階層に存在する T-HDK1 の立体的な形態図。矢頭は、T-HDK1 を示
す。Scale bar: A-E=50 μm 















図 22 核を蛍光標識した HDK1 を用いた三次元培養表皮の作製 
(A) T-HDK1 にさらに、核移行シグナルを付加した mCitrein 発現ベクターを導入した HDK1 (T-nC-HDK1)。 
(B) T-nC-HDK1 を用いて作製した空気暴露 7日目の三次元培養表皮の垂直方向の断面図(xz image) 。 
(C) 三次元培養表皮の水平方向の断面図(xy images) 。画像中の数値は角質層からの距離を示す。 
(D) 三次元培養表皮の立体画像(3D images)。(E) 各階層における核の大きさ。角質層からの距離 7 μm の
核の大きさを 1として解析を行った。画像解析には image J を用いた。(F) 各階層における核の数。角質
層からの距離 7 μm の核の数を 1として解析を行った。画像解析には image J を用いた。 
Scale bar: A-D=50 μm 

















図 23 T-nC-HDK1 由来三次元培養表皮を用いた皮膚刺激性物質の評価 
(A) T-nC-HDK1 を用いて作製した三次元培養表皮への SDS 処理のイメージ図。(B) SDS 添加 24 時間後の三
次元培養表皮の垂直方向の断面図(xz images)。(C) SDS 添加 24 時間後の三次元培養表皮の水平方向の断
面図(xy images) 。 SDS 処理により、クロマチンの凝集が確認され（矢頭）、アポトーシス様な細胞が増
加することが分かった。画像は、角質層からの距離 24.5 μm (有棘層付近)の核の形態を観察したもの。 





HDK1 を用いて、三次元培養表皮を作製後、上記と同様表皮を 15分間 SDS 処理してダメージ
を与えた。その 24 時間後に、蛍光物質で標識した WGA (WGA-488)を角質層側から添加し、1
時間浸透させ、WGA-488 が表皮内部へどの程度浸透するか共焦点レーザー顕微鏡により観察











図 24 T-HDK1 由来三次元培養表皮及び WGA-488 を用いた皮膚刺激性物質の評価 
(A)T-HDK1 を用いて作製した三次元培養表皮への SDS 処理及び WGA-488 での染色のイメージ図。 
(B)SDS 添加に伴う表皮バリア機能の低下。SDS 処理により、表皮のバリア機能が阻害され、WGA-488 がより
深くまで浸透した。(C)三次元培養表皮の各階層における WGA-488 の蛍光強度。角質層からの距離 0 μmの
蛍光強度(control)を 1 として解析を行った。画像解析には image J を用いた。 


















第 6章 総括 
 
 本研究では、幹細胞を用いたモデル系により、表皮を構成するケラチノサイト及びメラノ




(1) ヒト表皮組織に発現する亜鉛取込タンパク質として ZIP2 を見出した。さらに、ヒト表
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